Importancia del método estadistico para el calculo de la CE;, y CEy de
algunos isotiocianatos evaluados contra Rhizoctonia solani Kiihn

Importance of the statistical method applied to calculate the ECs, and ECq;
of some isothiocyanates evaluated against Rhizoctonia solani Kiihn

Luis Federico Molina-Vargas™ 3y Sandra Esperanza Melo-Martinez?

En el marco de la evaluacion del efecto de algunos isotiocianatos
(ITC) sobre el crecimiento de Rhizoctonia solani Kithn, la pre-
sente investigacion establece también si el método estadistico
utilizado determina diferencias considerables en los valores
de la concentracion efectiva media (CE;,) y la concentracion
efectiva 95 (CE,;) de estos compuestos. Para ello se realizé un
experimento in vitro, y se estimaron dichos valores mediante
regresiones lineales y no lineales. Los compuestos evaluados
contra R. solani AG-3 fueron: alil isotiocianato (AITC), bencil
isotiocianato (BITC), fenil isotiocianato (PITC), fenetil isotio-
cianato (PEITC) y metil isotiocianato (MITC). El ensayo se
llevé a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad
de Agronomia de la Universidad Nacional de Colombia, sede
Bogotd. Manteniendo agitaciéon constante, se prepararon di-
luciones de los ITC utilizando metanol como solvente, para
obtener las concentraciones 0,0; 0,01; 0,1; 1,0 y 10,0%, que co-
rrespondieron a los distintos tratamientos evaluados. En cada
uno de ellos se agregaron 50 mL de una de estas soluciones a las
unidades experimentales, consistentes en cajas de petri con me-
dio PDA y micelio de R. solani AG-3, selladas herméticamente
yalmacenadas a temperatura ambiente. Pasadas 72 y 144 horas
después de la aplicacion de los tratamientos (hdt), se tomaron
fotografias digitales para calcular el drea de crecimiento mi-
celial con el software MapMaker® 3.5. Esto permiti6 obtener
la Concentracion Efectiva Media (CE,,) y la Concentracién
Efectiva 95 (CEy;) mediante regresiones lineales, no lineales
(modelos Gompertz, logistico y polindmico) y andlisis Probit.
Los valores obtenidos a partir de este tltimo distan bastante de
lo observado, que a su vez coincide con los valores encontrados
por regresion lineal. A la concentracion del 10%, todos los ITC,
excepto PEITC, mostraron un efecto inhibitorio total. Por su
parte, BITC mantuvo su efecto fungistatico hasta 21 dias des-
pués de aplicados los tratamientos, mientras que PITC, AITC
y MITC mantuvieron un efecto fungistatico mas prolongado,
inclusive hasta un ano después de iniciados los tratamientos.

Palabras clave: Gompertz, logistico, polindémico, Probit,
regresiones.

ABSTRACT

Framed in the evaluation of the effect of some isothiocyanates
(ITC) on the growth of Rhizoctonia solani Kiihn, the present
research also studied whether the applied statistical method
determines significant differences in the values of the Median
(EC,) and 95 (EC,;) effective concentrations of these com-
pounds. For this purpose, we conducted an in vitro experiment
in which said values were calculated by different statistical me-
thods. In vitro efficacy against R. solani AG-3 was tested of allyl
isothiocyanate (AITC), benzyl isothiocyanate (BITC), phenyl
isothiocyanate (PITC), phenethyl isothiocyanate (PEITC)
and methyl isothiocyanate (MITC). Under constant shaking
we prepared stock solutions by mixing I'TC with methanol as
solvent, to get concentrations of 0.0, 0.01, 0.1, 1.0, and 10%, co-
rresponding to the different studied treatments; each of which
consisted in the addition of 50 mL of one of these solutions to
the experimental units. The latter were Petri dishes containing
potato-dextrose-agar medium (PDA) and mycelium of R. solani
AG-3. These containers were then sealed with two layers of
parafilm and incubated at room temperature. Digital pictures
were taken to obtain the colony areas using MapMaker 3.5®
software, 72 and 144 hours after the treatments were applied.
The Median (EC,,) and 95 (EC,;) effective concentrations
were calculated through linear and non-linear (Gompertz,
logistic, and polynomial models) regressions, as well as probit
analysis. The values obtained through the latter were found to
be considerably different from the actual ones, which in turn
coincided with those found by means of linear regressions. All
of ITC at 10% concentration were completely inhibitory, with
the exception of PEITC. Whereas BITC was fungistatic up to
twenty one days after the treatments were applied, PITC, AITC,
and MITC had a longer fungistatic effect, even one year after
treatment application.
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Introduccion

Se ha generalizado el uso del método Probit para el calculo
de la CE,,, independientemente de si la variable respuesta
se trata de una variable discreta o de una variable continua.
Esa generalizacion ha sido errénea, posiblemente debido
al desconocimiento de los experimentadores sobre el uso
apropiado del andlisis (Molina, 2008). Jones et al. (1987)
utilizan el andlisis Probit para calcular la CE;, de beno-
mil y propiconazol para el control de R. solani a partir
de la inhibicion del crecimiento, midiendo como variable
respuesta el diametro de la colonia. Timmer ef al. (1998)
calculan el diametro de las colonias de Phytophthora nico-
tianae, y establecen para cada concentracion de fungicida
evaluado, el drea de la colonia expresada como el porcentaje
de los tratamientos control (sin fungicida); igualmente
grafican los valores de los porcentajes como probits versus
la concentracién de fungicida, en log,,, pero analizan los
datos mediante regresion lineal. Dobson (2002) afirma
que el método del analisis estadistico depende de la escala
de medida de la variable respuesta y de la variable inde-
pendiente, y recomienda el uso de regresiones cuando la
variable respuesta es una variable continua.

Para la estimacion de la concentracion efectiva (CE) que
causa cierto porcentaje de inhibicion en pruebas de toxi-
cidad microbiales, los modelos de regresion lineales han
sido recomendados sobre otros modelos convencionales
como Probit o Logit (Madhavi et al., 1995). Los analisis
de regresion de minimos cuadrados ordinarios son apro-
piados desde ciertos supuestos, como el de que la variable
dependiente es una variable continua (Spector y Mazzeo,
1980). Las regresiones lineales se utilizan para calcular la
CE,,, para variables respuesta medidas en porcentaje, en
diferentes tipos de experimentos (Afek y Sztejnberg, 1989;
Baldrian y Gabriel, 2002; Huang y Mau, 2006; Huang y
Mau, 2007; Kinay et al., 2007; Lee et al., 2008; Li y Xiao,
2008; Ma y Chen, 2005; Madhavi et al., 1995; Mu et al.,
2006; Munoz et al., 2009; Ritchie et al., 2001; Timmer et
al., 1998; Tseng et al., 2006; Witte et al., 1995; Xiao et al.,
2007; Yang et al., 2006; Yen et al., 2007; Yen et al., 2008;
Zhang et al., 2007; Zhu et al., 2008).

El objetivo del presente trabajo fue estandarizar un método
que permita evaluar la eficacia in vitro de los isotiociana-
tos (ITC) contra Rhizoctonia solani Kithn, utilizando la
inhibicion del crecimiento micelial. Mediante curvas de
dosis-respuesta se calcularon los valores de la concentracion
efectiva media (CE;,) y la concentracion efectiva 95 (CE,;),
por diferentes métodos estadisticos y se compararon con
los valores obtenidos mediante el andlisis Probit.
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Materiales y métodos

En el Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Agro-
nomia de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bo-
gota, se realiz6 un experimento in vitro, en cimara de flujo
laminar y cimara de extraccion de gases, para evaluar la
eficacia de cinco ITC contra un aislamiento AG-3 de la co-
leccion de R. solani Kithn de dicho laboratorio. Como me-
dio de cultivo se utilizé Papa Dextrosa Agar (PDA) al 3,9%,
en cajas de petri de 9 cm de didmetro. Con un sacabocado
manual, se abrieron huecos (bolsillos) de un cm?* de area en
el medio solidificado, al borde de las paredes de la caja de
petri. En el extremo diametralmente opuesto al bolsillo, se
coloc6 como indculo un disco de micelio recortado de los
bordes de colonias proveniente de cultivo del hongo de 5d
de sembrado. Los ITC evaluados fueron alil isotiocianato
(AITC) al 93%, bencil isotiocianato (BITC) al 98%, fenil
isotiocianato (PITC) al 99%, fenetil isotiocianato (PEITC)
al 99%, obtenidos de Sigma Aldrich y metil isotiocianato
(MITC) como testigo comercial, producto de la degrada-
cion del ingrediente activo dazomet (NRA, 1997; Crnogorac
y Schwack, 2009) al 98% del producto Basamid® (BASF). Se
utilizo metanol como solvente (Petersen et al., 2001; Chung
et al., 2002) al 99,9% (JTBaker). Las soluciones stock para
cada ITC se prepararon agregando 100 mL de metanol a 100
mL del respectivo ITC, manteniendo en agitacion constante
a 500 rpm. Para cada ITC, las diluciones de 0,0; 0,01; 0,1;
1,0 y 10,0% (equivalente a 0, 100, 1.000, 10.000 y 100.000
mg kg, respectivamente) se prepararon agregando a mues-
tras de la solucion stock agua destilada estéril y metanol,
manteniendo en agitacién constante. Para evaluar el efecto
del solvente, se obtuvo la concentracién mds alta, a la cual
no se observo ningun efecto (NOEL, de su sigla en inglés:
no-observed effect level) (Fukushima et al., 2005), tanto a
las 72 horas después de aplicados los tratamientos (hdt)
como a las 144 hdt, comparando las dreas de crecimiento
micelial mediante las pruebas de Dunnett y de Tukey. Se
determind utilizar una solucién de agua con metanol como
solvente, en una concentracién al 20% (relacién 80:20),
previa verificaciéon del cumplimiento de los supuestos de
normalidad y de homogeneidad de varianzas, bajo un nivel
de significancia del 0,05. Enlos bolsillos abiertos en medios
solidificados de PDA, se agregaron 50 mL de la respectiva
dilucion para cada tratamiento. Los testigos absolutos
recibieron una cantidad de solvente equivalente a la usada
en los tratamientos con ITC (solucién de agua destilada
estéril y metanol, en una relacion 80:20). Las cajas de petri
se cubrieron con doble capa de papel parafilm (Chung et
al., 2002) y se incubaron a temperatura ambiente durante
siete dias, en cajas de carton en campana de extraccion de
gases. El experimento se repitio tres veces.
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Como variable respuesta se calculd el porcentaje de
inhibicidon, con base en el drea de crecimiento micelial.
Se tomaron fotografias digitales a las 72 y a las 144 hdt
y se calcularon las areas (en cm®), con las herramientas
“Polygon” y “Measurement: Flood-fill area measurer” del
software MapMaker® (Map Maker Ltd, Argyll, UK). Al
area de crecimiento micelial de cada tratamiento se le restd
el drea correspondiente al disco de indculo y se calculd
la reduccidn relativa del crecimiento (RRC) sugerida por
Taylor et al. (2002). La variable respuesta RRC (porcentaje
de inhibicion) fue determinada mediante (1).

[100 - (4rea de crecimiento con ITC/
area de crecimiento de tratamientos control)*100] (1)

Analisis estadistico

Mediante regresiones lineales y los modelos Gompertz,
logistico y polindémico (regresiones no lineales) se esta-
blecio la relacion entre la concentracion de ITC (x) con el
porcentaje de inhibicion (y) y se obtuvieron las respecti-
vas ecuaciones. Con dichas ecuaciones se calcularon los
valores de la CE, y CE,s, y se compararon con los valores
obtenidos mediante el andlisis Probit. Los analisis estadis-
ticos se realizaron mediante los procedimientos Means,
Univariate, Reg, Glm, Nlin y Probit del paquete estadistico
SAS (Statistical Analysis System) v. 9.0. (SAS Institute, Inc.
Cary, NC). La CE,, hace referencia a la concentracion de
un componente anti-fungico que es requerida para inhibir
el 50% del crecimiento del hongo (Taylor et al., 2002; Liy
Xiao, 2008). Se conoce también como IC50 (de su sigla en
inglés: inhibit concentration 50%) (Koenraad et al., 2001)
0 ED50 (de su sigla en inglés: effective dosis 50) (Baldrian y
Gabriel, 2002), y se constituye en la variable utilizada para
evaluar la sensibilidad de R. solani a diferentes fungicidas
midiendo el didmetro del micelio de la colonia (Martin et
al., 1984; Jones et al., 1987; Carling et al., 1990; Hajieghrari
et al., 2006; Jones et al., 2007) y para evaluar la eficacia de
fungicidas fumigantes (Hutchinson et al., 2000).

CadaITC se evalud con un disefio experimental de bloques
completamente aleatorizado (DBCA), siendo las concentra-
ciones al 0,0;0,01;0,1; 1,0 y 10,0% el factor de clasificacion, y
la asignacién de los tratamientos a las unidades experimen-
tales se hizo en forma aleatoria (aleatorizacion irrestricta)
(Melo et al., 2007). Los bloques correspondieron a las tres
repeticiones del experimento en las mismas condiciones.
Las unidades experimentales fueron cajas de petri, con
medio PDA al 3,9%, con discos de micelio de R. solani AG-3
de 5 d de sembrado. El modelo lineal, para cada ITC, con
cinco réplicas por tratamiento, fue (2).
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Vi =+ T+ B+ ey )

donde:
Vi area de crecimiento micelial promedio,
e efecto media general,
i efecto de la i-ésima concentracion,

i=1,...,5
B efecto del j-ésimo bloque (experimento),
j= 1,2y3
[ efecto del error experimental,
k= 1,...,5 ( réplicas)

Calculo de la concentracion efectiva (CE)

Los parametros para las ecuaciones fueron obtenidos
mediante el procedimiento Reg para las regresiones linea-
les y el procedimiento Nlin para los modelos Gompertz,
logistico y polinémico. Para obtener los valores de la CEx,,
correspondiente a la concentracion de ITC que inhibe el
crecimiento del micelio en un 50%, se remplazé el valor
“50” en las ecuaciones resultantes. Para todos los ITC, se
obtuvo el valor x = CE;,, cuando y = 0,5 (Sholberg et al.,
2003), despejando las ecuaciones de las regresiones lineales
y los modelos Gompertz y logistico, con Excel de Microsoft
Office Word 2007 (Microsoft Corporation, Washington,
USA) y las ecuaciones polindmicas con el software Equation
Wizard 1.2 (ElasticLogic, http://www.elasticlogic.com/).
La salida Probit en SAS arroj6 directamente los valores
de la dosis letal media (DL;,), valores que para efectos de
este trabajo se asumieron como equivalentes a la CE;,. De
la misma manera se calcularon los valores de la CE,;. Se
compararon los datos obtenidos en las evaluaciones a las 72
y alas 144 hdt, con el fin de determinar el mejor momento
para la evaluacion y verificar si los datos se mantuvieron
al final del experimento (Smolinska et al., 2003).

Se obtuvieron el coeficiente de determinacion (r°), el margen
de error y el factor de precisién como pruebas de bondad
de ajuste. El margen de error indica, cuanto en promedio,
un modelo predice por encima (>1) o por debajo (<1) de los
datos observados, y el factor de precisién indica en cuanto
las predicciones difieren de los datos observados. Tanto el
margen de error como el factor de precision se calcularon
mediante las formulas propuestas por Zhao et al. (2001):

valores predichos
Margen de error=10 S log 1, (Valores(im) 3)

valores predichos ) ‘

Factor de precision =104y | log (valores bservados

4)

En las dos ecuaciones anteriores, # es el nimero de obser-
vaciones usadas en los calculos. En un modelo perfecto,
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tanto el margen de error como el factor de precisién son ~ Resultados y discusion

iguales a 1 (Zhao et al., 2001). Los r* se calcularon como la

relacion entre la suma de cuadrados del modelo dividido  Los ITC evaluados presentaron efecto inhibitorio depen-
por la suma de cuadrados total, para todos los modelos,  diente de la concentracién. Todos los ITC en concentracién
excepto regresiones lineales (r* ajustado). Para el modelo  al 10%, excepto PEITC, produjeron un efecto inhibitorio
Probit, se calculd el estadistico de Pearson (x?). total, tanto a las 72 hdt como a las 144 hdt. Sin embargo,

AITC 0,01% AITC 1% AITC 10,0%

BITC 0,01% BITC 1% BITC 10,0%

PITC 1%

MITC 0,01% MITC 1% MITC 10,0%

FIGURA 1. Aspecto general del efecto inhibitorio de los ITC. La inhibicion completa del micelio se dio con AITG y PITC al 1,0 % y todos los ITC al
10%, excepto PEITC (72 hdt).
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en las unidades experimentales sometidas a BITC al 10%,
después de 28 hdt se observo crecimiento de micelio, lo que
evidencia un efecto fungistatico a dicha concentracion (Fig.
1). AITC, PITCyMITC en concentracion al 10% mostraron
un efecto fungistatico mas prolongado, que duré incluso
hasta un afno después de aplicados los tratamientos. AITC
y PITC, en concentracién al 1%, produjeron completa
inhibicién a las 72 hdt (Fig. 1) pero con efecto fungistatico
evidenciado al cabo de 144 hdt. Este trabajo confirma los
reportes de Chung et al. (2002), Dhingra et al. (2004) y
Kirkegaard et al. (1996) en relacion con la alta toxicidad
de AITC contra R. solani.

TABLA 1. Ecuaciones finales de los modelos a las 72 hdt.

Los resultados obtenidos coinciden con lo reportado
por Sarwar et al. (1998), sobre la sensibilidad in vitro de
R. solani a MITC y BITC, entre otros ITC, mediante la
reduccidn del crecimiento micelial, siendo los ITC aro-
maticos menos toxicos por su volatilidad (PEITC y BITC
son ITC aromaticos). Por otra parte, el efecto de los ITC
fue superior al del fumigante sintético a base de MITC
(dazomed: Basamid®), lo que corrobora los resultados
de Sarwar et al. (1998) y Kirkegaard et al. (1996), quienes
trabajaron con ITC liberados de GSL provenientes de
tejidos de plantas Brassicaceae.

ITC Modelo Ecuacion r Margen de error  Factor de precision
Gompertz y=97,7742¢ 38836 0 0,959 1,265 1,433
Logistico y=78,8039(1+e 4843971 0,803 1,697 1,804
AITC
Polinémico y=0,6398 + 505,5x — 450,7x>+ 40,1118 0,908 1,200 1,446
R. Lineal y=2,4933 + 7,5863x 0,625 0,804 1,796
Gompertz ¥ =97,7747¢ 3787 0,646 -7,091 7372
Logistico v =71,3514(1+e3111o0) ! 0,813 1,032 1,118
BITC
Polindmico y=4,6332 +250,1x — 193,5x*+ 16,9452x° 0,958 0,721 0,841
R. Lineal y=2,6624 + 6,3322x 0,708 0,179 1,206
Gompertz ¥ =99,9584¢ 34177 0,949 0,916 1,190
Logistico y = 82,7085(1+e 12622891 0,818 1,349 1,510
PITC
Polinémico y=1,5272 +752,3x — 718,3x*+ 64,4079x° 0,872 0,852 1,181
R. Lineal y=13,2642 +7,1047x 0,495 0,456 1,569
Gompertz y = 86,6349¢ 28102 0,963 0,456 0,684
Logistico ¥ =70,9044(1+e 4468401 0,830 0,888 0,935
PEITC
Polinémico ¥y =4,1479 + 391,3x — 342,2x* +30,398x° 0,913 0,391 0,646
R. Lineal y=3,0728 + 6,2736x 0,638 -0,005 1,045
Gompertz = 90,6108 3304 0,907 1,403 1,528
Logistico y=73,8356(1+e426369)"1 0,773 1,757 1,877
MITC
Polinémico y=2,5235+458,6x — 407,7x*+36,2753x° 0,794 1,414 1,541
R. Lineal y=2,4261+7,3110x 0,577 0,879 1,823
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Polindmico
Logistico
Gompertz

R. lineal

AITC

Polinémico
Logistico
Gompertz

R. lineal

BITC

Polindmico
Logistico
Gompertz

R. lineal

PITC

Polinémico
Logistico
Gompertz

R. lineal

PEITC

Polindmico

Logistico
Gompertz
R. lineal

MITC

0,00 0,20 0,40

0,60 0,80 1,00

Coeficiente de determinacion (r?)

FIGURA 2. Comparacion de los coeficientes de determinacion. Valores del r? para los diferentes modelos en la evaluacion a las 72 hdt.

Las ecuaciones resultantes para los ITC evaluados a las 72
hdt se relacionan en la Tab. 1. Los modelos de regresién no
lineal ajustaron los datos mejor que los modelos de regresion
lineal, con base en los valores del coeficiente de determi-
nacion (%) (Sholberg et al., 2003). En general, los valores
més altos del r* se obtuvieron con el modelo Gompertz,
exceptuando BITC alas 72 h (Fig. 2) y PEITC a las 144 hdt,
para los cuales el * se dio con el modelo polinémico. El
modelo Gompertz fue consistente para el calculo de la CE,,
lo cual concuerda con los resultados de Taylor et al. (2002).
Los valores de la CE;, y CEy; varian considerablemente
entre los valores obtenidos con los modelos de regresion
no lineal y los valores obtenidos con regresiones lineales
(Fig. 3), aunque los valores calculados con los modelos de
regresion no lineales no difieren significativamente entre
si, corroborando lo propuesto por Sholberg et al. (2003),
para quienes los valores de la CE,, calculada no difieren
significativamente entre modelos. Los valores de los r*
evidenciaron una bondad de ajuste moderada (Zhao et al.,
2001), pues fueron superiores a 0,50 para las regresiones
lineales y superiores a 0,77 para las regresiones no lineales,
excepto para el modelo Gompertz de BITC, donde fue de
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0,65 (Fig. 2). Todos los modelos presentaron valores para r*
mucho mas altos que los obtenidos por Vargas et al. (2002),
quienes por medio de una curva de respuesta del crecimien-
to del didmetro de la colonia de R. solani respecto a dosis de
glifosato, ajustaron un modelo cuadratico semi-logaritmico
de tipo y =a + b (Inx)’, con un r* de tan solo 0,224 a las 72
hdt. Zhao et al. (2001) demostraron que la regresion logistica
es un mejor método que la regresion lineal para modelar
porcentajes, lo cual tiene una ventaja inherente: el hacer
siempre predicciones biolégicamente significativas, y en la
mayoria de los casos también predice valores cercanos a las
observaciones. Aunque Zhao et al. (2001) consideran quela
regresion logistica y no la regresion lineal, deberia ser usada
cuando las observaciones son dadas en porcentajes, reco-
nocen que, en ciertas circunstancias, los modelos lineales
podrian dar una bondad de ajuste aceptable.

En general, los valores de la CE, obtenidos con los modelos
Gompertz, logistico y polindmico estuvieron entre los limi-
tes fiduciales de la CE;, obtenida con Probit, a excepcion de
BITCalas 72 hdt, mediante el modelo Gompertz (datos no
mostrados). Los valores de la CE;, estimados por modelos
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Concentracion ITC (%)

FIGURA 3. CE;,. Valores de la concentracion efectiva media (CEs) de los ITC evaluados a las 72 hdt.

de regresion lineal fueron considerablemente mads altos
que los valores estimados por el modelo Probit (Fig. 3). Sin
embargo, al ser la variable respuesta una variable continua,
en vez de una variable cuantal, el uso del modelo Probit no
se recomienda (Millie y Hersh, 1987). La respuesta medida
en pruebas de toxicidad microbiales es tipicamente una
variable continua. La teoria estadistica tradicional para el
tratamiento de datos cuantales (o categoricos) de pruebas
con animales estd basada en el concepto de distribucion
de tolerancia para pruebas individuales, que no es apro-
piada para pruebas microbiales (Nyholm et al., 1992). Las
variables continuas son frecuentemente modificadas en
variables categdricas durante su andlisis. Sin embargo, la
categorizacion de variables continuas puede causar pro-
blemas como la pérdida de informacién o que esta puede
ser errada. En algunas circunstancias la categorizacion de
variables continuas puede arrojar resultados parcializados
(Walraven y Hart, 2008).
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El analisis Probit es una técnica cominmente usada en en-
sayos biologicos para estudiar la relacion de dosis-respuesta
en una poblacién de organismos bioldgicos (Ashford y
Sowden, 1970) y describe la relacion de dosis respuesta
entre una variable independiente continua y una variable
respuesta cuantal (por ejemplo, presencia o ausencia, vive
o muere) (Gibbons y Wilcox-Gok, 1998). Estas técnicas
tienen una larga historia con el término “probit” desde Bliss
(1934) y Finney (1947) atribuyendo el origen de la técnica
a psicologos en los finales de los afios 1800 (McCulloch,
2000). Los miembros seleccionados aleatoriamente de
una poblacidn expuesta a varios niveles de un estimulo
aplicado, y la accién del estimulo en un organismo parti-
cular, son evaluados en términos de la respuesta cuantal
(por ejemplo, muerte o vida). El objeto principal del ana-
lisis es evaluar la relacion entre el nivel del estimulo y la
probabilidad de la respuesta (Ashford y Sowden, 1970). De
hecho, Finney (1947) define la DE,, o DL,, como la dosis
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FIGURA 4. Comparacion de la CEgs calculada con Probit y con regresiones lineales. Se representan los limites fiduciales y los limites de confianza
para Probit y las regresiones lineales, respectivamente con un 95% de confianza.

que produce una respuesta en la mitad de la poblacién, y
Bhattacharya y Kong (2007) definen la DE;, como el valor
de una dosis x, para el cual la probabilidad [F(x)] de que
un sujeto responda positivamente a esa dosis (x> 0) es 0,5.
Para Beck et al. (2000), los modelos Logit y Probit estan
disefiados para modelar un fenémeno de interés “y”, que es
discreto: es decir, este ocurre (para ser denotado evento “y”)
o no. En ambos modelos “y” ocurre como una distribucion
Bernoulli descrita por el parametro Pr (y): la probabilidad

que el evento ocurra.

Concentracion efectiva con Probit vs. Concentracion
efectiva mediante regresiones lineales

Con el fin de evidenciar las diferencias de los resultados,
dependiendo del método utilizado, se compararon los
valores de la CE;, y CE,; obtenidos con el analisis Probit
con los valores obtenidos mediante regresiones lineales.
Los valores de la CE,;, calculados mediante las regresiones
lineales, estuvieron por fuera del limite de confianza de la
CE,; obtenida con Probit, y fueron mucho mds altos a los
limites fiduciales superiores (Fig. 4). La CE,; obtenida con
el método Probit fue de 0,01% a las 72 hdt, para todos los
ITC (Fig. 4). Sin embargo, se observo completa inhibicion
con concentraciones de ITC cercanas al 1% (Fig. 1), por lo
que es facil, y 16gico, deducir que una concentracién de
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ITC al 0,01%, no puede ser la concentracién que inhibe el
crecimiento de micelio en un 95%, en tanto que los valo-
res de la CE,; obtenidos mediante las regresiones lineales
fueron cercanos al 1% (Figs. 1y 4).

Cuando los métodos estadisticos son usados en un contexto
cientifico en donde se conoce que sus suposiciones pueden
fallar y en donde hay una razonable presuncion en la inten-
cion de enganar, entonces son fraudulentos (Bross, 1990).
Aunque la mayoria de los métodos para analisis de ensayos
de respuesta cuantal proporcionan resultados similares
en la estimacién de la DE;,, estos mismos métodos varian
drasticamente para estimaciones en las regiones de la cola
(Copenhaver y Mielke, 1977). Los valores de la CE,; (o CEs)
obtenidos con un método inapropiado dan entonces como
resultado el uso intencional de un método fraudulento.

Conclusiones

o Todos los ITC evaluados presentaron efecto inhibito-
rio en el crecimiento de micelio, el cual fue total para
AITC, BITC, PITC y MITC, en una concentracion
del 10%.

e Rhizoctonia solani AG-3 varia en su sensibilidad a los
ITC. En concentraciones del 10%, los ITC aromaticos
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BITC y PEITC tienen un menor efecto inhibitorio,
debido a su mayor volatilidad. Los productos AITCy
PITC tuvieron un efecto fungistatico mas prolongado,
al igual que el testigo comercial MITC (Dazomet®).

o Los valores de la CE;, y CEy; difieren considerable-
mente, dependiendo del modelo estadistico utilizado.
Para todos los ITC, la CEy; obtenida con Probit fue del
0,01%, valor muy diferente a los valores observados,
que fueron cercanos al 1% y que coincidieron con los
valores obtenidos mediante las regresiones lineales.

o ConbaseenlaCE;), se determind que la sensibilidad de
Rhizoctonia solani AG-3 es mayor para PITC > AITC
> MITC > PEITC > BITC.
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